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［摘　要］　目的　研究宜昌地区结核分枝杆菌北京基因型菌株的多态性和流行特征，揭示该地区结核病的分子流

行病学特征，为结核病防治提供科学依据。方法　选择２０１８年１月—２０１９年１２月具有完整病例信息的结核分枝

杆菌２９８株，进行人型结核分枝杆菌的鉴定，用扩增ＲＤ１０５缺失片段的多重ＰＣＲ（ＤＴＭＰＣＲ）鉴定北京基因型菌

株；应用优化的９位点数目可变串联重复序列技术（ＶＮＴＲ）分析北京基因型菌株的多态性。结果　２９８株结核分

枝杆菌中，２６０株为人型结核分枝杆菌，ＤＴＭＰＣＲ鉴定发现北京基因型菌株１４０株（５３．８５％），非北京基因型菌株

１２０株（４６．１５％）。北京基因型菌株耐药率（３２．１４％）高于非北京基因型菌株耐药率（１０．８３％），差异有统计学意义

（犘＜０．０５）。ＶＮＴＲ９位点对北京基因型菌株的分辨率为０．９９８５，成簇率为１２．１５％。结论　北京基因型菌株在

宜昌地区呈较高流行趋势，且北京基因型菌株耐药率更高。ＶＮＴＲ９位点基因分型方法用于该地区结核分枝杆菌

北京基因型菌株的鉴别，能准确反映宜昌地区结核分枝杆菌的分子流行病学特征。
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　　结核病是由结核分枝杆菌感染引起的一种危害

严重的传染病，根据世界卫生组织（ＷＨＯ）最新报

道，２０２０年全球新发结核病病例约１０００万，我国超

过８３万，依然是全球３０个结核病高负担国家

之一［１］。在结核分枝杆菌感染与传播过程中，某些

基因型菌株致病性强、传播速度快且适应性强，容易

引起大范围广泛传播和流行，对结核病的流行至关

重要。大量数据证实北京基因型菌株是具有相似遗

传背景和高致病性与传播力的代表，该菌株已在世

界多地传播和流行［２４］，我国也屡有相关报道［５１１］。

北京基因型菌株是结核分枝杆菌家族中传播迅速和

致病性强的一类优势菌株，由于不同地域结核病的

流行病学差异，不同地域来源的北京家族菌株的特

征也不尽相同。Ｓｕｐｐｌｙ等根据结核分枝杆菌基因

组ＤＮＡ中特定位点的数目可变串连重复序列技术

（ｖａｒｉａｂｌｅｎｕｍｂｅｒｔａｎｄｅｍｒｅｐｅａｔ，ＶＮＴＲ）建立的基

因型分型方法［１２］，经过不断改进和优化后已广泛应

用于结核病分子流行病学研究［６８，１０１１，１３１５］。联合

ＶＮＴＲ分型结果、临床信息及流行病学数据，可将

结核病的传播链与分子流行病学研究有机连接，对

了解结核病的传播动态十分有价值。

宜昌位于我国中西部地区，结核病历年位居地

区传染病报告发病率前三位，已成为威胁本地区人

民健康和社会经济发展的重大公共卫生问题。北京

基因型菌株是结核分枝杆菌家族最重要的成员。收

集本地区结核分枝杆菌菌株进行鉴定和分型，研究

本地区北京基因型菌株的多态性，既能揭示本地区

北京基因型菌株的分子流行病学特征，也能认识和预

测结核病的发生和传播模式，最终为建立适宜本地区

的结核病监测平台和制定相应的结核病防控策略提

供科学依据。

１　资料与方法

１．１　菌株来源　收集２０１８年１月—２０１９年１２月

宜昌地区（含下辖区县）的结核分枝杆菌菌株，纳入

标准为痰抗酸染色阳性或痰结核分枝杆菌培养阳

性，并根据菌株信息核对患者的流行病学资料、年

龄、性别、病史资料等信息［１６］，最终获得具有完整患

者信息的菌株共计２９８株。标准菌株 Ｈ３７Ｒｖ购自

中国药品生物制品检定所。

１．２　药敏试验　所有菌株接种罗氏培养基复种后，

采用比例法对４种抗结核药物进行药敏试验，培养基

内药物的终浓度分别为：异烟肼（ＩＮＨ）０．２μｇ／ｍＬ，利

福平（ＲＦＰ）４０μｇ／ｍＬ，乙胺丁醇（ＥＭＢ）２μｇ／ｍＬ，链

霉素（ＳＭ）４μｇ／ｍＬ。耐药标准：含药培养基菌落

数／对照培养基菌落数≥１％即为耐药。

１．３　北京基因型菌株鉴定　所有菌株接种罗氏培

养基复种，采用煮沸法提取细菌基因组ＤＮＡ。按照

下述方法操作鉴定菌株是否为北京基因型。第一步

设计４条引物（表１中１～４号），ＰＣＲ扩增后，凝胶

电泳比较产物大小，如果扩增出８５０ｂｐ和３６１ｂｐ

两条带，则说明标本ＤＮＡ属于人型结核分枝杆菌，

据此筛选出２９８个标本中人型结核分枝杆菌并进行

北京基因型菌株的鉴定。ＲＤ１０５区域缺失是北京基

因型菌株所特有，针对ＲＤ１０５区域设计引物进行多

重ＰＣＲ扩增鉴定北京基因型菌株。根据Ｃｈｅｎ等
［１７］

建立的ＲＤ１０５缺失片段的ＤＴＭＰＣＲ检测方法，设

计３条引物序列（表１中５～７号），ＰＣＲ扩增后比

较电泳产物，如果只能扩增出１４９５ｂｐ条带，则是

非北京基因型菌株；如果扩增出７８６ｂｐ的条带，该

标本则是北京基因型。电泳结束后在紫外凝胶成像

分析系统下观察结果，以国际参考菌株 Ｈ３７Ｒｖ作为

对照。

表１　ＰＣＲ引物序列

犜犪犫犾犲１　ＰｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓｆｏｒＰＣＲ

编号 基因 引物序列（５’－３’）

１ 犕狋犫１ ＡＴＡＧＧＧＡＡＴＧＣＴＣＧＧＣＡＡＣ

２ 犕狋犫２ ＣＡＡＣＡＴＣＧＡＣＧＣＡＧＴＡＣＣＣ

３ 犐犛６１１０犘１ ＴＣＡＧＧＴＣＧＡＧＴＡＣＧＣＣＴＴＣＴ

４ 犐犛６１１０犘２ＣＧＴＣＧＣＡＧＡＧＡＴＣＣＧＣＧＧＴＣ

５ ＲＤ１０５＿犘１ ＧＧＡＧＴＣＧＴＴＧＡＧＧＧＴＧＴＴＣＡＴＣＡＧＣＴＣＡ

６ ＲＤ１０５＿犘２ ＣＧＣＣＡＡＧＧＣＣＧＣＡＴＡＧＴＣＡＣＧＧＴＣＧ

７ ＲＤ１０５＿犘３ ＧＧＴＴＧＣＣＣＡＣＴＧＧＴＣＧＡＴＡＴＧＧＴＧＧＡＣＴＴ

１．４　数据分析

１．４．１　分析方法　将所有北京基因型菌株ＶＮＴＲ
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位点的重复次数输入 ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｍｉｒｕｖｎｔｒ

ｐｌｕｓ．ｏｒｇ／ＭＩＲＵ／ｉｎｄｅｘ网站，获得 ＶＮＴＲ分型结

果，各ＶＮＴＲ位点的分辨率和总分辨率用 Ｈｕｎｔｅｒ

Ｇａｓｔｏｎ指数表示，计算公式为：

犎犌犐＝１－
１

狀（狀－１）
∑
狊

犼＝１
狀犼（狀犼－１）

其中，狀为总的菌株数，狊为获得的基因型总数，

狀犼为某基因型的菌株数。

１．４．２　成簇结果分析ＶＮＴＲ分型根据文献
［１８２０］方

法进行优化　ＶＮＴＲ重复单元数目计算公式如下，

各ＶＮＴＲ 重复单元数目＝（ＰＣＲ 产物长度－各

ＶＮＴＲ侧翼片段长度）／重复单元长度。两个或两

个以上的北京基因型菌株具有完全相同的 ＶＮＴＲ

图谱，既认为是成簇菌株。

１．５　统计学处理分析　应用ＳＰＳＳ２０．０统计软件

进行分析，计数资料以百分率（％）表示，组间比较采

用χ
２ 检验，犘≤０．０５表示差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　北京基因型菌株鉴定结果　共获得２９８株临

床菌株，其中２６０株（占８７．２５％）鉴定为人型结核

分枝杆菌，见图１；ＤＴＭＰＣＲ分型结果发现，２６０株

结核分枝杆菌中，１４０株（５３．８５％）属于北京基因型

菌株，见图２。
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　　注：Ｍ为ＤＮＡＭａｒｋｅｒ，１～１０为结核分枝杆菌的标本，电泳检测出现８５０、３６１ｂｐ两条带，说明模板ＤＮＡ 是人型结核分

枝杆菌，只扩增出８５０ｂｐ条带的标本４和１０则属于结核分枝杆菌复合群，不是人型结核分枝杆菌。

图１　人型结核分枝杆菌的ＰＣＲ产物电泳图

犉犻犵狌狉犲１　ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｍａｐｏｆＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆｈｕｍａｎ犕狔犮狅犫犪犮狋犲狉犻狌犿狋狌犫犲狉犮狌犾狅狊犻狊
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　　注：Ｍ为ＤＮＡＭａｒｋｅｒ，１～１０为结核分枝杆菌的标本，电泳检测出现７８６ｂｐ条带的标本，则为北京基因型菌株，而出现

１４９５ｂｐ的标本为非北京基因型菌株。

图２　北京基因型菌株的ＰＣＲ产物电泳图

犉犻犵狌狉犲２　ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｍａｐｏｆＢｅｉｊｉｎｇｇｅｎｏｔｙｐｅｓｔｒａｉｎｓｏｆ犕狔犮狅犫犪犮狋犲狉犻狌犿狋狌犫犲狉犮狌犾狅狊犻狊
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２．２　临床菌株基本信息　分析２６０株人型结核分枝

菌株来源的患者信息，其中１６２例男性，９８例女性患

者；年龄范围为１４～８２岁，平均年龄４９岁。＜３０岁、

３０～岁、４５～岁和＞６０岁患者分别为２４、６０、９７、７９

例，各年龄组感染北京基因型菌株的比率分别为

９．２８％、２２．８６％、３６．４３％、３１．４３％，北京基因型菌

株和非北京基因型菌株感染患者性别、年龄以及治

疗史各组比较，差异均无统计学意义（均犘＞０．０５），

见表２。

表２　北京基因型与非北京基因型菌株感染患者基本资料

比较［例（％）］

犜犪犫犾犲２　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｂａｓｉｃｄａｔａｏｆｐａｔｉｅｎｔｓｉｎｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈ

ＢｅｉｊｉｎｇｇｅｎｏｔｙｐｅａｎｄｎｏｎＢｅｉｊｉｎｇｇｅｎｏｔｙｐｅｓｔｒａｉｎｓ

（Ｎｏ．ｏｆｃａｓｅ［％］）

类别

北京基因

型菌株

（狀＝１４０）

非北京基因

型菌株

（狀＝１２０）
χ
２ 犘

性别 ０．７４８ ０．４１６

　男 ８５（５２．４７） ７７（４７．５３）

　女 ５５（５６．１２） ４３（４３．８８）

年龄（岁） ５．１８６ ０．２６７

　＜３０ １３（５４．１７） １１（４５．８３）

　３０～ ３２（５３．３３） ２８（４６．６７）

　４５～ ５１（５２．５８） ４６（４７．４２）

　＞６０ ４４（５５．７０） ３５（４４．３０）

治疗史 ０．５１２ ０．４７６

　新患者 １０７（５４．８７） ８８（４５．１３）

　复发患者 ３３（５０．７７） ３２（４９．２３）

２．３　临床菌株药敏试验结果　对２６０株人型结核

分枝杆菌进行一线抗结核药药敏试验，４种抗结核

药中，总体耐药率由高至低依次为：ＩＮＨ＞ＲＦＰ＞

ＥＭＢ＞ＳＭ；北京基因型菌株耐药率 （３２．１４％）高

于非北京基因型菌株耐药率（１０．８３％），差异有统计

学意义（犘＝０．００７）。见表３。

２．４　ＶＮＴＲ基因分型　ＶＮＴＲ９位点（ＱＵＢ１１ｂ、

ＱＵＢ１８、ＱＵＢ２６、ＭＩＲＵ２６、ＭＩＲＵ３１、ＭＩＲＵ４０、

Ｍｔｕｂ２１、Ｍｔｕｂ０４、ＶＮＴＲ２３７２）的分辨能力见表４，

其中 ＱＵＢ１１ｂ、ＱＵＢ１８、ＱＵＢ２６ 显 示 较 高 的

犎犌犐，而ＶＮＴＲ２３７２显示较低的犎犌犐，ＶＮＴＲ９位

点的犎犌犐为０．９９８５。ＶＮＴＲ９位点的分型结果显

示，１４０株北京基因型菌株呈明显的多态性（见图３），

根据ＭＩＲＵＶＮＴＲ位点规则，发现有３组成簇菌株，

其中一个基因簇包含８株菌株，成簇率为１２．１５％。

表３　北京基因型与非北京基因型菌株耐药率比较［株（％）］

犜犪犫犾犲３　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｒａｔｅｓｂｅｔｗｅｅｎＢｅｉ

ｊｉｎｇｇｅｎｏｔｙｐｅａｎｄ ｎｏｎＢｅｉｊｉｎｇ ｇｅｎｏｔｙｐｅｓｔｒａｉｎｓ

（Ｎｏ．ｏｆｉｓｏｌａｔｅｓ［％］）

耐药情况
北京基因型

菌株（狀＝１４０）

非北京基因型

菌株（狀＝１２０） χ
２ 犘

耐药株 ４５（３２．１４） １３（１０．８３） ８．３２１ ０．００７

单耐ＩＮＨ ３３（２３．５７） １０（８．３３） ７．９５３ ０．００９

单耐ＲＦＰ ２６（１８．５７） ８（６．６７） ７．０３２ ０．０１２

单耐ＥＭＢ １５（１０．７１） ４（３．３３） ９．５０８ ０．００６

单耐ＳＭ １３（９．２９） ５（４．１７） ５．９６４ ０．０２８

全耐株 １１（７．８６） ３（２．５０） ９．１３７ ０．００６

表４　ＶＮＴＲ９位点的犎犌犐值

犜犪犫犾犲４　ＨｕｎｔｅｒＧａｓｔｏｎｉｎｄｅｘｏｆＶＮＴＲ９ｌｏｃｕｓ

序号 ＶＮＴＲ位点 犎犌犐值

１ ＱＵＢ１１ｂ ０．８０１

２ ＱＵＢ１８ ０．７９２

３ ＱＵＢ２６ ０．７５１

４ ＭＩＲＵ２６ ０．６９５

５ ＭＩＲＵ３１ ０．５７６

６ ＭＩＲＵ４０ ０．５４２

７ Ｍｔｕｂ２１ ０．６８３

８ Ｍｔｕｂ０４ ０．５２３

９ ＶＮＴＲ２３７２ ０．２６４
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图３　１４０株北京基因型菌株聚类分析图谱

犉犻犵狌狉犲３　Ｃｌｕｓｔｅｒａｎａｌｙｓｉｓ ｍａｐｏｆ１４０Ｂｅｉｊｉｎｇｇｅｎｏｔｙｐｅ

ｓｔｒａｉｎｓ

３　讨论

结核分枝杆菌北京基因型家族易导致大范围感

染与流行，基因型鉴定和分型相关研究引起了广泛

关注。相较于传统针对ＩＳ６１１０序列的 ＲＦＬＰ和

ｓｐｏｌｉｇｏｔｙｐｉｎｇ鉴定手段，Ｃｈｅｎ等
［１７］建立的 ＤＴＭ

ＰＣＲ鉴定方法操作简单。北京基因型家族菌株缺

乏ＲＤ１０５区域，而非北京基因型菌株保留有该区

域，因此针对ＲＤ１０５区域设计引物进行多重扩增，

能获得不同长度的ＤＮＡ片段，以区分北京基因型

或非北京基因型。该方法简单、高效，已广泛应用于

北京基因型菌株的鉴定［８１０，２１２５］。本研究对２６０株

人型结核分枝杆菌进行ＤＴＭＰＣＲ检测，发现１４０

株为北京基因型菌株，与丁冰冰等［２６］报道武汉地区

所选的８５株菌株中９１．８％（７８株）为北京基因型菌

株存在一定差异。本研究首次对宜昌地区北京基因

型菌株进行鉴定，结果表明北京基因菌株在该地区

的感染与发病中占据优势地位，同时也需要关注非

北京基因型菌株相关研究。

北京基因型菌株是耐药结核病流行的重要原因。

本研究结果显示，北京基因型菌株耐药率 （３２．１４％），

与全国的调查结果基本一致（３３．１０％），高于非北京

基因型菌株耐药率（１０．８３％），结果显示宜昌地区结

核分枝杆菌的耐药性以北京基因型菌株为主，研究

结果对指导本地耐药结核病的防控具有重大意义。

由于结核分枝杆菌受宿主因素和环境因素等多因素

影响，关于宜昌地区北京基因型菌株的生物学特征

还需进一步探索。

ＶＮＴＲ已广泛应用于对北京基因型菌株的分

型和成簇的研究。Ｍａｚａｒｓ选择了 ＶＮＴＲ１２位点

对来自美国的７２株结核分枝杆菌进行分型，发现

ＶＮＴＲ１２位点的分辨率高于ＩＳ６１１０ＲＦＬＰ
［２７］。

Ｓｕｐｐｌｙ基于全球结核分枝杆菌菌株信息大量数据，

对ＶＮＴＲ１２分型技术进行了改进，推出了ＶＮＴＲ

１５及２４位点的分型技术
［１２］。随着ＶＮＴＲ１２、１５及

２４位点分型技术的应用，研究者发现这些位点是针

对所有来源的菌株，但对北京基因型菌株的识别能力

尚有不足。Ｚｈａｎｇ等
［２０］针对北京基因型菌株的特点，

比较４５个用于北京基因型菌株分型的ＶＮＴＲ位点

的分辨率，最后推荐ＶＮＴＲ７和ＶＮＴＲ１６位点可作

为北京基因型菌株的分型。后续研究对 ＶＮＴＲ７

和ＶＮＴＲ１６位点进一步进行优化，发现 ＶＮＴＲ９

位点对结核分枝杆菌北京基因型菌株具有较好的识
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别能力［１８］，目前已得到广泛应用 ［２８３０］。本研究中

发现ＱＵＢ１１ｂ位点的识别能力最强，且总 犎犌犐为

０．９９８５，说明该方法对本地区北京基因型菌株具有

较高的分辨能力。

本研究首次运用ＤＴＭＰＣＲ和 ＶＮＴＲ９位点

技术对宜昌地区的北京基因型菌株进行鉴定和分

型，相对于刘晓俊等［３１］采用的 ＶＮＴＲ２４位点对

２０１６—２０１７年宜昌地区收集的３６７株结核分枝杆

菌的分型结果，本研究重点对该地区北京基因型菌

株进行了鉴定和分型，结果表明目前本地区的北京

基因型菌株仍然处于流行的优势地位。另外，使用

ＶＮＴＲ２４分型方法，位点多、操作繁琐，且部分位

点不适合于本地区菌株的检测。本研究中采用

ＤＴＭＰＣＲ和ＶＮＴＲ９位点对北京基因型菌株具

有较高的鉴定和分型能力，操作简单，节约时间和操

作成本，适用于本地区结核分枝杆菌北京基因型菌

株的快速鉴定和分型，为宜昌地区北京基因型菌株

分子流行病学的研究和结核病防治提供科学依据。
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